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家 电气 味 结合 香 白 基因 cDNA 片段 的 元 隆 与 序列 分 析 
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摘要 : 根据 同 源 性 设计 特异 性 引物 ,采用 RT-PCR 方法 扩 增 出 了 家 晶 Musca domestica. 2 种 气味 结合 蛋白 基因 cDNA 片段 ,大 小 分 
别 为 381 bp 和 353 bp; 分 别 命名 为 MdomOBP1( GenBank 登录 号 : AY730350) 和 MdomOBP2( GenBank 登录 号 :AY730351)。 测 序 分 析 
结果 表明 , 它们 具有 和 气味 结合 蛋白 的 标志 性 结构 域 。 对 这 2 个 片段 推导 的 氨基 酸 序列 进行 同 源 性 分 析 , 结果 表明 两 者 与 已 报 
道 的 双 翅 目 昆 虫 的 气味 结合 蛋白 的 同 源 性 分 别 达 57% ~ 88% fll 5296 ~ 9196. 
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Cloning and analysis of cDNA fragments of two odorant binding proteins from the 


antenna of Musca domestica 

ZHU Bin-Bin", JIANG Yong NIU Chang-Ying  ZHOU Xing-Miao ; LEI Chao-Liang ' C l.Institute of Insect 
Resources Huazhong Agricultural University; Wuhan 430070; China: 2. Yichang Center for Disease Control and 
Prevention; Yichang; Hubei 443000; China) 

Abstract: Two cDNA fragments of two different odorant binding protein (OBP) genes in Musca domestica were amplified 
with two pairs of specific primers by RT-PCR, and the lengths of them were 381 bp named MdomOBPI ( GenBank 
accession no.: AY730350) and 353 bp named MdomOBP2 ( GenBank accession no.: AY730351) respectively. 
Sequencing and analysis showed that these two OBP cDNA fragments were characterized by typical conservative Cys. 


































































































Deduced amino acid sequences were highly similar to that of six OBPs from Diptera» with sequence identities of 5746 — 
8896 for MdomOBPI and 5296 — 9196 for MdomOBP2. 


Key words: Musca domesticas antenna: odorant binding protein: gene: cloning: sequence analysis 




















KI Musca domestica. 能 够 传播 多 种 疾病 的 病原 1989: Steinbretcht et al.» 1992); 另 一 类 是 普通 气味 
菌 , 影响 人 类 的 健康 。 家 蝇 还 骚扰 人 类 的 休息 ,给 人 结合 蛋白 (general odorant binding protein，GOBP)， 包 
们 的 心理 造成 不 民 的 影响 ,对 旅游 业 、 饮 食 业 、 娱 乐 Ai GOBP1 和 GOBP2。 昆 虫 触角 气味 结合 蛋白 是 
业 力 至 医院 产生 负面 的 影响 ( 雷 朝 党 , 1998)。 类 水 溶性 的 酸性 蛋白 ,多肽 链 全 长 约 120 ~ 160 TA 
基 酸 ， 相 对 分 子 量 较 小 ,一 般 为 13 ~ 17 kgD,，N 末端 
有 一 段 20 个 氨基 酸 左 右 的 信号 肽 (Pelosi and Maida, 
的 小 分 子 化 合 物 ， 外 界 亲 脂性 分 子 不 能 直接 穿 过 1995) ,序列 中 有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 (Du and 
水 性 的 触角 感 器 淋巴 液 到 达 噢 觉 神 经 树 突 末梢 ， Prestwich, 1995), 这 是 鉴定 经 典 气味 结合 蛋白 的 标 
气味 结合 蛋白 (odorant binding protein，OBP) 则 起 到 T o 
溶解 并 运输 脂 溶性 气味 化 合 物 穿 过 亲 水 性 液体 的 作 目前 , 国外 已 从 鳞 翅 目 昆 虫 如 欧洲 玉米 蜡 
用 。 研 究 发 现 , f dn VU BAUR) TAS IH. ARA Ostrinia nubilalis C Vogt et al.» 1991a)、 烟 芽 夜 蛾 
合 和 蛋白 分 为 2 大 类 : 类 是 信息 素 结合 和 蛋 Heliothis virescens ( Krieger et al., 1993). 48 SC TC IR 
(pheromone binding protein，PBP)， 与 昆虫 感受 性 Helicoverpa zea ( Callahan et al., 20000. H Wi T IR 
ARAK (Vogt and Riddiford; 1981: Vogt and Lerner» Mamestra brassicae (Seabrook et al .» 1987), ITER ii 




















































































































灵敏 的 嗅觉 对 于 昆虫 的 正常 生存 和 适应 环境 上 
有 重要 的 作用 。 昆 虫 感受 到 的 气味 物质 多 为 脂 溶 
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Manduca sexta C Vogt et al.» 1991b), YEZ Antheraea 
pernyi C Breer et al., 1990), XU W H Æ E i R d 








56C, 其 他 条 件 与 引物 对 工 的 扩 增 条 件 一 致 。 
1.3.5 PCR 产物 克隆 与 测序 : 通过 琼脂 糖 电 泳 分 











Drosophila melanogaster (Zhou et al . ,2004)、 尖 音 库 蚊 
Culex pipiens CIshida et al .,2002) 以 及 其 他 目的 多 种 
昆虫 中 克隆 出 了 气味 结合 蛋白 基因 。 国 内 也 有 克隆 
甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua. GOBP2 2& [S] C FIER, 
2001) 和 冈比亚 按 蚊 嗅觉 结合 蛋白 候选 基因 ( 李 正 西 
和 Zhou,2004) 的 报道 。 但 是 尚未 见 家 蝇 气 味 结合 
白 基 因 或 其 基因 片段 克隆 的 报道 。 

研究 家 蝎 的 噢 觉 机 制 , 作为 家 晶 可 持续 治理 的 
一 个 有 力 措施 ,具有 潜在 价值 。 同 时 , KWARE 
蛋白 的 研究 ,为 破解 生物 气味 世界 的 秘密 提供 参考 
资料 ,具有 重要 的 理论 意义 。 


1 材料 与 方法 























































































































1.1 STE 

家 蝇 由 本 研究 所 用 人 工 饲料 饲养 , 羽化 后 6~8 
天 内 剪 下 触角 ,立即 放 在 液 氮 中 冷冻 , 然后 置 于 
-70% 保 存 备 用 。 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 纯化 试剂 盒 (TRIzol Reagent) 为 Invitrogen 
Life Technologies 产品 ; DNA 胶 回 收 试剂 盒 (Extraction 
Gel Kit) 为 中 科 开 瑞 公司 产 品 ; Taq 酶 、dNTP 为 晶 美 
公司 产品 ; M-MLV A f 3k Mj. pGEM-T 载体 为 
Promega 公司 产品 。 
1.3 实验 方法 
1.3.1 总 RNA 提取 : 按照 总 RNA 纯化 试剂 盒 用户 
手册 进行 。 
1.3.2 引物 序列 : 参照 已 知 的 果 晶 气味 结合 蛋白 
基因 的 保守 序列 设计 2 对 特异 性 引物 。 引 物 对 工 为 

P1: 5'-CGGCGTGTCAGTGCGTCT-3' ; 

P2: 5'-GTGGCACAGCGTATCGCC-3' o 
引物 对 工 为 

P1: 5'-ATGATTGGCTGTGCCGCT-3' ; 

P2: 5'-TGGAACCACCAGGCTTTG-3' . 
1.3.3. 第 1 链 cDNA 合成 : 按照 试剂 使用 户 手册 进行 。 
1.3.4 PCR 扩 增 cDNA 片段 : PCR 反应 总 体积 为 20 
pL: 2 uL 10 x IPH 1 pL Mg* C50 pmol/L), 各 0.5 
pL iE 51475 pmol/L), 2 uL. dNTP 混合 液 (2 mmol/ 
L2.2 uL Eifit cDNA; 11.5 uL EB2IUK, 1 U Tag i. 

引物 对 工 的 扩 增 条 件 : 94% 预 变性 3 min, 94C 
30 s> 58% 30 s,72%C 60 s。 循 环 30 次 ,然后 72% 延 
伸 10 min。 引 物 对 开 的 扩 增 条 件 : 退火 温度 为 















































离 目的 基因 片段 ,并 回收 纯化 。PCR 产物 纯化 按照 
DNA 胶 回 收 试剂 盒 的 用 户 手 册 进 行 ,纯化 后 的 片段 
克隆 于 pGEM-T 载体 上 , 由 上 海 华 诺 生 物 公 司 测序 。 
1.3.6 序列 分 析 : 用 ORF Finder 和 ExPasy 对 克隆 
片段 进行 翻译 ,用 Blast 和 Clustal W 软件 进行 同 源 性 
比较 分 析 。 


2 结果 与 分 析 

















2.1 家 蝇 气 味 结 合 蛋白 基因 cDNA 片段 序列 及 推 
导 的 氨基 酸 序 列 

用 引物 对 工 进行 RT-PCR, 扩 增 出 了 与 预期 大 小 
相符 的 cDNA 片段 MdomOBP1 (图 1). TER SUISSE 
片段 克隆 到 pGEM-T 载体 中 , 通过 标准 蓝 白斑 筛选 
步骤 和 酶 切 检 测 , 将 阳性 克隆 进行 测序 , 得 到 了 长 度 
为 381 bp 的 核 音 酸 序列 , 推导 出 的 氮 基 酸 残 基数 为 
127 个 〈 图 2)。 用 引物 对 开 进 行 RT-PCR, 扩 增 出 了 
与 预期 大 小 相符 的 cDNA 片段 MdomOBP2 (RI 1). 
将 得 到 的 靶 片 段 克隆 到 pGEM-T 载体 中 ,通过 蓝 白 
斑 筛选 步骤 和 酶 切 检 测 , 对 阳性 克隆 进行 测序 , 得 到 
了 长 度 为 353 bp 的 核 背 酸 序列 ,根据 这 一 序列 推导 
出 了 117 个 氨基 酸 残 基 序列 〈 网 3)。 本 实验 通过 以 
上 2 次 RT-PCR, 得 到 了 一 个 381 bp 的 气味 结合 蛋白 
cDNA JY 7j ( MdomOBPl. GenBank 登录 号 为 
AY730350) 和 一 个 353 bp 的 气味 结合 蛋白 cDNA 序 
列 ( MdomOBP2, GenBank 登录 号 为 AY730351), 分别 
推导 出 了 一 个 127 个 和 一 个 117 个 氨基 酸 的 序列 。 
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图 1 KHARGAR AA PCR 扩 增 产物 
Fig. 1 PCR product of odorant binding 
proteins in Musca domestica. 

M: 标准 分 子 量 Molecular weight marker C DL2000) 
A: MdomOBPI (381 bp); B: MdomOBP2 (353 bp). 
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1 cggcgtgtcagtgcgtctgtactcttaatcgccttgtcgctccacaggggcgccccgatg 60 
R RV SSASVLLIALSLHRGAPM 
61 ctaccgectgccgctgcgcagcgggaagacaactatccaccgecgggaaacctgaaaatg 120 
L PP AA AQREDNYPPPGNLKM 
121 Bccaagcccttgcacgacgcgtgtgtggagaagacgggcgtcatcgaggctgccatcaag 180 
AKPLHDACVEKTGVIEAAIK 
181 gagttcagcgagggggagattcacgaggacgagaatctaaaatgctacatgaactgcttc 240 
EFSEGE IHEDE P NLKCYMNCF 
241 ttccacgagatcgaagtggtggacgacaagggggacgtgcatctagagaagctcttegec 300 
A FHEIEVVDDKOGDVHLEKLEFA 
301 acggtaccgctacccatgcgcgacaacctgatcgagatgtccaagggctgcgtccatccg 360 
T VPLPHMRDNLIEMSKGCVHP 


361 gagggcgatacgctgtgccac 381 
E G DT LCH 

















图 2 KWE cDNA 片段 MdomOBPI 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 2 The OBP cDNA fragment MdomOBP1 and deduced amino acid sequence cloned from Musca domestica 
加 下 划 线 的 为 引物 序列 The underlined sequence represents primers. 下 同 The same below. 











1 atgattggctgtgccgctgcacacgatcctaggagcgatggcgaatggcctccgccagcg 60 
M I GC AAAHDP RSDGEWPPPA 
61 attctccacctgggcaaccacttccacgacatttgtgctccaaatactggtgttactgat 120 
ILHLG NHFHDICAPNTGVTD 
121 gaagccatcaaagagttcagcgaggggcaaattcacgaggatgaggctctcaagtgctat 180 
E AI KEFSEGQIHEDEALKCIY 
181 tgaactgcctcttccacgatttcgaggtggtcgacgaccgcggggatgtccacatggag 240 
MNCLFHDEFEVVDDRGDVHME 
24] aaggtgttaaacgccattccaggagaaaagctgaggaacattatgatggaggcttccaag 300 
K VL N A IPGEKLRNIMMEA SR 
301 ggatgcattcatcctgagggcgacaccctgtgccacaaagcctggtggttcca 353 
GCIHPEGDTLCHEKA WWEF 

















图 3 KWE cDNA 片段 MdomOBP2 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 The OBP cDNA fragment MdomOBP2 and deduced amino acid sequence cloned from Musca domestica 



























































2.2 同 源 性 比较 3 wit 

分 别 将 根据 MdomOBPI 和 MdomOBP2 推导 出 的 
2 个 氨基 酸 序列 与 已 报道 的 其 他 6 种 双 翅 目 昆 虫 的 本 研究 结果 表明 ,家 晶 2 个 气味 结合 蛋白 基因 
气味 结合 蛋白 进行 同 源 性 分 析 , 结果 见 图 4 和 图 5。 cDNA 片段 MdomOBP1 和 MdomOBP2 均 具 有 昆虫 气 









































2 个 推导 的 氨基 酸 序 列 与 它们 同 源 性 都 较 高 : 同 源 ” 味 结合 蛋白 典型 的 保守 序列 和 结构 域 , 即 具 有 6 个 
性 分 别 为 57% ~ 88% 和 5296 ~ 91% 。 核 背 酸 序列 。 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 (由 于 MdomOBP1 为 部 分 序列 ， 
的 同 源 性 更 高 , 分别 为 74% ~ 92% 和 76% ~91% ”所 以 只 出 现 了 5 个 Cys, 在 其 完整 序列 中 应 该 会 有 全 
( 表 1)。 同 源 性 和 相似 性 分 析 结 果 表 明 , 本 实验 所 部 6 个 Cys),6 个 半 胱 氮 酸 分 别 交 叉 形 成 3 个 二 看 
得 到 的 381 bp 和 353 bp 的 cDNA 序列 很 可 能 是 编码 键 , 即 Cys -Cys 夺 ，Cys II- Cys V». Cys -Cys VI 55 
家 晶 气 味 结 合 和 蛋白 的 部 分 核 音 酸 序列 。 气味 结合 蛋白 二 级 结构 的 形成 有 关 。 从 序列 结构 和 
生化 特性 来 看 ,它们 是 较 理想 的 家 蝇 气 味 结合 蛋白 
候选 基因 。 
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MdomOBP1 RRVSASVLLIALSLHRGAPMLPPAAAQREDNYPPPGNLKMAKPLHDACVEKTGVIEAAIK 
Dme10S-F ———------GALILPPAAAQRDENYPPPGILKMAKPFHDAKIVEKTGVSEAAIK 
CpipoBP ”一 一 一 一 -一 VLADVTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDI 加 AKKTGVTDEAII 
Ctar0BP 一 -一 一 一 - RRDAEYPPPELLEALKPLHDIKIVKKTGVTDEATI 
AaegOBPl — —-RRDAEYPPPEFLEAMKPLRE IK]IKKTGVTEEATI 
hgan0BP 一 -一 -一 一 一 一 RRDAEYPPPELLEALKPLHDI 了 LGKTGYTEEAIK 
Dme10S-E 一 -一 AAAQEPRRDGEWPPPAILKLGKHFHDICJAPKTGVTDEAIK 
Hki :冰冰 六 水 : k pir œk dkk look 

MdomOBP1 EFSEGETHEDENLKICIYMNCFFHETEVVDDKGDVHLEKLFATVP-LPMRDNL IEMSKGE]VH 
Dme10S-F EFSDGEIHEDEKLKICIYMNCFFHEIEVYDDNGDVHLEKLFATVP-LSMRDKLMEMSKGEVH 
CpipOBP EFSDGKIHEDEKLKIC]YMNCLFHEAKVVDDNGDVHLEKLHDSLP-NSMHDIAMHMGKROLY 
CtarOBP EFSDGKTHEDEKLKCIYMNCLFHEAKVYDDNGDVHLEKLHDSLP-NSMHDIAMHMGKROLY 
AaegOBP1 EFSDGKVHEDENLKMNGLFHEAKVVDDTGHVHLEKLHDALP-DSMHDIALHMGKRLY 
AgamOBP KFSDEEIHEDEKLKIC]YVNCLFHEAKVVDDNGDVELEKLHDSLP-SSMHDI AMHMGKRIGLY 
DnelOS-E EFSDGQITHEDEALKCYMNCLFHEFEVVDDNGDVEMEKVLNAIPGEKLRNIMMEASKG(]IH 

pek: ol pekok ckeleleketelek oclelek kkk, ck kokk: o c0 fisv Gu qwe: 
MdomOBP1 PEGDTLEH 
Dne10S-F PEGDTLEH 
CpipOBP PEGENLE- 
CtarOBP PEGENLG- 
AaegOBP1 PEGENLG- 
AgamOBP PEGETLE- 
Dme10S-E PEGDTLEH 

xok: ok 





图 4 根据 MdomOBP1 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 他 6 种 双 翅 目 昆虫 的 气味 结合 蛋白 的 同 源 性 比较 
Fig. 4 Homologous analysis of deduced amino acid sequence from MdomOBP1 and corresponding sequences of the OBPs from Diptera 
“x ”代表 与 推导 的 气味 结合 蛋白 序列 相同 的 氨基 酸 “ "representing amino acid identical to that from MdomOBP1: *: "£l * , ?分 别 代表 与 气 
味 结合 蛋白 序列 相似 的 氨基 酸 “: ”and“. ”representing amino acid positive to that from MdomOBP1; 方 框 表示 保守 的 半 胱 氮 酸 位 点 The amino 
acids in the brackets are the conservative Cys. MdomOBP1: 2% W% Musca domestica OBP1 ( AY730350); MdomOBP2: AX M. domestica. OBP2 
(AY730351); DmelOS-F: RWE Drosophila melanogaster odorant-binding protein OS-FC AAB51684); DmelOS-E: RWE D. melanogaster odorant- 
binding protein OS-EC AAB51683); CpipOBP: 尖 音 库 蚁 Culex pipiens quinquefasciatus OBPCAAL86413): CtarOBP: Tf PEBC. Culex tarsalis OBP 
CAAO73465); AaegOBPl: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti OBP (AAO74643 ); AgamOBP: PX] EC YE FRIR Anopheles gambiae C AAL84179) . F IF] The same 


below. 


表 1 家 蝇 气 味 结合 蛋白 的 cDNA 片段 及 推导 的 氨基 酸 序 列 与 双 翅 目 昆虫 6 种 气味 结合 蛋白 的 同 源 性 (% ) EE SR 
Table 1 Homologous analysis ( % ) of nucleotide sequences and deduced amino acid sequences 
from cloned OBP cDNA fragments in Musca domestica with the OBPs from Diptera 





















































MdomOBPI MdomOBP2 DmelOS-F DmelOS-E CpipOBP CtarOBP AaegOBP1 AgamOBP 

MdomOBPI 85 92 83 81 78 74 87 
MdomOBP2 59 81 91 76 TI 80 TI 
DmelOS-F 88 62 86 83 80 73 79 
DmelOS-E 62 91 67 76 76 79 81 
CpipOBP 57 58 61 64 91 79 86 

CtarOBP 61 57 66 63 85 79 85 
AaegOBPl 58 52 59 57 75 75 80 
AgamOBP 62 56 67 62 TI TI 82 

















对 角 线 以 上 数据 为 cDNA 同 源 性 ,对 角 线 以 下 为 氨基 酸 同 源 性 。The data above the diagonal is homology of cDNA; while the data below the diagonal is 


homology of its amino acids. 
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MdomOBP2 
DmelOS-E 
CpipOBP 
CtarOBP 
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MIGCAAAHDPRSDGEWPPPAILHLGNHFHDIJOAPNTGVTDEAIKEFSEGQTHEDEALKK]Y 
LIGCAAAQEPRRDGEWPPPAILKLGKHFHDICAPKTGVTDEATKEFSDGQIHEDEALKK]Y 
一 一 一 -一 PRRDAEYPPPELLEALKPLHDIÍJAKKTGVTDEA I IEFSDGK IHEDEKLKÍOY 
一 一 一 一 PRRDAEYPPPELLEALKPLHDI[]VKKTGVTDEAI TEFSDGK THEDEKLK(Y 
一 一 PRRDAEYPPPELLQALKPLRDIKIQKKTGVSDEAILEFSDGKVHEDEKLK(Y 
一 -一 一 一 PRRDAEYPPPELLEALKPLHDI[ILGKTGVTEEAIKKFSDEETHEDEKLK(Y 
————-— QRDENYPPPGILKMAKPFHDAKIVEKTGVTEAAIKEFSDGETHEDEKLR(]Y 
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MNCILFHDFEVVDDRGDVEMEKVLNA IPGEKLRNIMMEASKGK]THPEGDTL EHKAWIF 
MNCILFHEFEVVDDNGDVEMEKVLNA IPGEKLRNIMMEASKGEC]THPEGDTLOHKAWWF 
MNCILFHEAKVVDDNGDVHLEKLHDSLP-NSMHDIAMHMGKRCILYPEGENLEIEKAFWL 
MNC]LFHEAKVVDDNGDVHLEKLHDSLP-NSMHDIAMHMGKRCILYPEGENLECEKAFWL 
MNCILFHEAKVVDDTGHVHLEKLHDALP-DSMRDIAMHMGKRILYPEGENL(IEKAFWL 
MNCILFHEAKVVDDNGDVHLEKLHDSLP-SSMHDIAMHMGKRI]LYPEGETLE]DKAFWL 
MNCFFHEIEVVDDNGDVHLEKLFATVP-LSMRDKLMEMSKGK]VHPEGDTLEKAWWF 
SPRLDOQTLL UE 
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图 5 根据 MdomOBP2 推导 的 氨基 酸 序列 与 6 种 双 翅 目 昆 虫 的 气味 结合 蛋白 的 同 源 性 比较 


Fig. 5  Homologous analysis of deduced amino acid sequence from MdomOBP2 and 

















corresponding sequences of the OBPs from Diptera 











气味 结合 蛋白 与 脂 溶性 的 气味 分 子 发 生 作 用 ， 
是 昆虫 专 一 识别 外 界 气味 分 子 的 第 一 步 生 化 反应 ， 
对 昆虫 与 外 界 进行 信息 交流 具有 重要 的 意义 。 本 实 
验 克隆 了 MdomOBP1 和 MdomOBP2 2 个 气味 结合 
白 的 cDNA 片段 ,在 此 基础 上 , 作者 今后 将 运用 
RACE 方法 克隆 这 2 个 气味 结合 蛋白 基因 的 全 长 序 
列 。 而 且 , 本 实验 室 正 在 构建 家 晶 触 角 的 cDNA 文 
诛 , 通 过 筛选 文库 也 可 能 得 到 这 2 个 基因 的 全 长 序 
列 , 甚 至 可 以 筛选 得 到 更 多 的 气味 结合 蛋白 基因 序 
列 。 作 为 本 研究 的 后 续 工 作 , 可 以 将 该 基因 克隆 到 
原核 生物 表达 载体 中 ,构建 原核 表达 载体 ,然后 在 大 
肠 杆菌 中 进行 表达 , 以 期 获得 足够 的 信息 素 结合 
白 用 于 生化 特性 和 生理 功能 的 研究 ,解决 昆虫 触角 
小 、 气 味 结合 蛋白 难于 提取 的 问题 。 
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